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Actividad antibacteriana del extracto etandlico
de Caesalpinia spinosa (Molina) Kuntze “tara”,
Fabaceae sobre bacterias de la biopelicula bucal”

Antibacterial activity of ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Molina)
Kuntze “tara”, Fabaceae on bacteria of the oral biofilm

Maria Pareja-Vasquez ', Karina Pardo-Aldave’, Bertha Jurado-Teixeira’,
Alfredo Guillen®, Ada Carolina, Romero-Coasaca’, Leopoldo Meneses-Rivadeneira’

Resumen

Objetivo: Determinar la actividad antibacteriana, in vitro, del extracto etandlico de Caesalpinia spinosa “tara”,
sobre cultivos de bacterias de la biopelicula bucal. Material y métodos: Se realizé un estudio experimental in vitro, en el
cual se compard la actividad antibacteriana de un extracto etandlico de C. spinosay controles (clorhexidinaal 0,12% (CHX
0,12%), antiséptico bucal (AB), etanol y agua destilada), frente a cultivos de cepas de Streptococcus mutans (ATCC®
25175), Streptococcus sanguinis (ATCC® 10556), Enterococcus faecalis (ATCC®29212), Staphylococcus aureus (ATCC®
6538) v Porphyromonas gingivalis (ATCC® 30277). Se utilizo el método de difusion de agar con pocillos de 6 mm de
diametro, en el grupo experimental y controles. Resultados: Se evidencid que el promedio del halo de inhibicion formado
por la aplicacidn del extracto etandlico de C. spinosa sobre el S. aureus, fue mucho mayor que el obtenido con la CHX
0,12% o el AB (p<0,000). También se observd, que el promedio de halo de inhibicién del extracto de C. spinosa fue mayor
que los controles, frente a las cepas de S. sanguinis (p<0,000). Conclusién: La C. spinosa demostré tener actividad
antibacteriana in vitro frente a la presencia de S. aureus, S. sanguinis, S. mutans y E. faecalis. No mostré actividad sobre la P,
gingivalis.

Palabras clave: Agentes antibacterianos, bacterias, biopeliculas (fuente: DeCS BIREME).

Abstract

Objective: To determine the antibacterial, in vitro activity of ethanolic extract of Caesalpinia spinosa (Tara), on the
oral biofilm bacteria cultures. Material and methods: An in vitro experimental study was carried out, in which the
antibacterial activity of an ethanolic extract of C. spinosa and the controls (chlorhexidine 0.12%, oral antiseptic (OA),
ethanol and distilled water), were compared to strain cultures strains of Streptococcus mutans (ATCC® 25175),
Streptococcus sanguinis (ATCC® 10556), Enterococcus faecalis (ATCC®29212), Staphylococcus aureus (ATCC® 6538)
and Porphyromonas gingivalis (ATCC® 30277). The agar diffusion method with 6 mm diameter wells was used, with the
experimental group and controls Results: It was evident that the average of the inhibition zone formed by the application of
the ethanolic extract of C. spinosa on S. aureus was much larger than the one obtained with chlorhexidine 0.12% or the OA
(p<0.000). Also noted, that average C. spinosa extract inhibition zone was larger than controls, against S. sanguinis
(p<0.000). Conclusion: C. spinosa (Tara) showed an antibacterial activity in vitro against the presence of S. aureus, S
sanguinis, S. mutans and E. faecalis. There was no inhibitory activity on P, gingivalis.

Keywords: Anti-bacterial agents, bacterias, biofilms (source: DeCS BIREME).
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Introduccion

Prevenir y tratar patologias bucales de alta prevalencia,
como caries dental (CD) y enfermedad periodontal (EP)
constituyen los objetivos prioritarios de los profesionales de la
salud bucal". Estas patologias de etiologia multifactorial, son
inducidas por la biopelicula bucal (BB)“, por ello se promueve
el uso de agentes antibiopelicula/antimicrobianos en denti-
fricos y antisépticos bucales. El uso prolongado de estos,
especialmente de antisépticos orales, pueden derivar en
alteracion temporal del gusto, tincion de dientes o formacion de
célculos dentales”. Por ello, es importante investigar otras
alternativas, para controlar la BB“?.

La Caesalpinia spinosa (C. spinosa), conocida como
“tara™"”, es un arbol de leguminosas autéctono de América del
Sur®. Siendo el Pert el productor de mas del 90% a nivel
mundial®. Se distribuye en zonas aridas de la costa peruana,
como lomas y zonas de arbustos de los andes hasta los 3,000

(10) . . N
m' . Posee vainas de color rojo aamarillo claro,de 8 a 10 cm de
longitud®.

)

Los extractos de semillas, vainas y tallos han sido
tradicionalmente utilizados en aplicaciones médicas (como
cicatrizante y antiinflamatorio, para el tratamiento de
resfriados, dolor de estomago, fiebre ) infecciones bronquiales
y micdticas, y amigdalitis, lo que hace presumir la presencia de
actividad antimicrobiana””), también han tenido aplicaciones
industriales (en la tintoreria y curtiembre)® y alimentarias (el
polvo de C. spinosa tiene alta actividad antioxidante, por lo que
es utilizado en la conservacion de carnes™).

(

Entre las propiedades que podrian aplicarse en el trata-
miento de la enfermedad periodontal, esta la antimicrobiana,
antiinflamatoria’?, antioxidante y anticolagenasa™. Debido a
que en sus vainas, que representan aproximadamente el 62% del
peso total del fruto, se encuentran taninos"*, polifenoles, acido
galico, flavonoides, entre otros™®.

Se ha evidenciado que aceites esenciales"®, extractos
etandlicos® y cocimiento"® de C. Spinosa, presentaron
actividad antimicrobiana contra Staphylococcus aureus.
Asimismo, el Enterococcus faecalis(S), Streptococcus mutans""”,
Candida albicans"® y Porphyromonas gingivalisug), fueron
sensibles ante extractos etanolicos™”™ y alcohélicos".
También, se hallé que un extracto alcohoélico de C. spinosa
mostrd un efecto antibacteriano sobre la flora salival mixta®.
Finalmente, se encontrd que aceites esenciales'’” y un extracto
etanolico® inhibieron el crecimiento de microorganismos no
pertenecientes a la cavidad bucal como, la cepa de S. aureus
meticilino resistente ATCC® 43300, Bacillus subtilis,

Staphylococcus epidermidis y Bacteroides fragilis®.

Actualmente no hay suficiente evidencia cientifica
sobre las propiedades antimicrobianas del extracto etandlico de
la Caesalpinia spinosa (tara), frente a la biopelicula bucal,
especificamente sobre su efecto en el Streptococcus mutans
(ATCC 25175), Streptococcus sanguinis (ATCC 10556),
Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Staphylococcus aureus
(ATCC 6538) y Porphyromona gingivalis (ATCC 30277). Los
resultados de este estudio pueden servir de base para futuras
investigaciones sobre productos dentales que contribuyan en el
tratamiento de patologias bucales.

6

El objetivo de la investigacion fue evaluar la actividad
antibacteriana, in vitro, del extracto etanolico de las vainas de
C. spinosa contra cinco cepas de bacterias que se encuentran en
labiopelicula bucal.

Métodos

. Estudio experimental, in vitro, aprobado por el Comité
de Etica e Investigacion de la Facultad de Odontologia de la
Universidad de San Martin de Porres (Acta N° 024, del 09 de
juniode 2015).

Estudio piloto

Se realizé con el objetivo de calibrar al investigador
principal (MPV) en la medicion del diametro de la zona
inhibicion bacteriana (DZIB) y determinar el tamafio minimo
de grupos experimentales (TMGEs), por cada bacteria.

Para evaluar la confiabilidad interexaminador, tanto el
investigador principal (MPV) como el estandar de oro (AG), de
manera independiente, registraron tres areas diferentes (mm)
de 18 zonas de inhibicion, usando una regla Vernier. Luego, se
obtuvo el promedio de dichas tres areas y mediante el
estadistico Coeficiente de Correlacion de Intraclase (CCI) se
obtuvo una concordancia de “muy bueno” (p=0,9800).

Para establecer los TMGEs, se hallo la diferencia
minima entre grupos experimentales y se aplico la férmula para
comparar medias de dos grupos independientes, en el Stata v.
014, considerando un nivel de potencia del 80% y un error del
tipo I del 5% (una cola). Al comparar el extracto de C. spinosa
versus los cuatro controles, en cada bacteria, se obtuvo que el
TMGE fue de tres réplicas (n=3). Por consiguiente, hubo cinco
grupos experimentales por cada bacteria, cada uno conformado
por tres unidades de analisis (n=3 zonas de inhibicidon
bacteriana, incluidos los pocillos).

Obtencion del extracto etandlico (EE) de C. spinosa

El EE de C. spinosa se prepard en el Laboratorio de
Farmacognosia y Medicina Tradicional, Facultad de Farmacia
y Bioquimica de la Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, con la supervision de la docente investigadora Dra.
Bertha Jurado Texeira. Se obtuvieron las vainas secas de C.
spinosa a través de un bidlogo. Posteriormente, fueron lavadas
con agua destilada e hipoclorito de sodio al 5%. Luego, se
colocaron sobre papel Kraft para que se sequen a temperatura
ambiente.

Terminado el proceso de secado, se separaron las
semillas y se molieron. El polvo de C. spinosa obtenido fue
colocado en un matraz de vidrio con etanol (alcohol de 70°), se
agitdé manualmente y se dejo para su maceracion, durante siete
dias a temperatura ambiente protegido de la luz. El matraz fue
cerrado herméticamente con Parafilm. Posteriormente, este
producto fue filtrado y llevado a un rotavapor para la
eliminacion del solvente. El extracto concentrado fue colocado
en un envase para realizar la desecacion por bafio maria,
obteniéndose un extracto seco. Este extracto se mantuvo en
refrigeracién en un frasco de vidrio de color ambar
debidamente tapado y etiquetado.
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Cepas de bacterias estudiadas

Las cepas de S. mutans (ATCC® 25175), S. sanguinis
(ATCC® 10556), E. faecalis (ATCC® 29212), S. aureus
(ATCC® 6538) y P. gingivalis (ATCC® 30277) fueron
obtenidas del laboratorio GenLab del Perti S.A.C; Pert.

Actividad antibacteriana

Fue medida mediante el método de difusion en agar con
pocillos. Las cepas bacterianas fueron reactivadas debido a que
se encontraban a -80° C, para lo cual, fueron sometidas a dos
pasos de reactivacion a las 24 y 48 horas. Fueron colocadas a
37 °C. Luego, las cinco cepas bacterianas fueron inoculadas
dentro de un medio de caldo nutritivo e incubadas a 37 °C por 2
y 4 horas hasta alcanzar una turbidez similar al del estdndar de
MecFarland 0,5.

Posteriormente, mediante la técnica del hisopado y
utilizando un hisopo estéril S. mutans, S. sanguinis, E. faecalis,
S. aureus y P. gingivalis fueron sembradas en placas Petri con
agar Mueller Hinton con sangre de carnero al 5%, agar Mueller
Hinton, y agar Brucella suplementado con sangre de carnero al
5%, vitamina K y Hemina, respectivamente. En la superficie de
los agares, se realizaron pocillos con un sacabocados estéril de
6 mm de didmetro y fueron cargados con cantidades iguales (50
uL) de extracto etandlico de C. spinosa, gluconato de clorhe-
xidina al 0,12% (Bucoxidina®, Laboratorios Gianfarma, Pert1),
antiséptico bucal (AB) (Listerine®, compuesto de aceites
esenciales: timol, eucaliptol, mentol, salicilato de metilo;
Johnson & Johnson, USA), etanol y agua destilada. Posterior-
mente, las placas fueron incubadas a 37 °C por 24 y 48 horas.

En el caso de S. mutans y S. sanguinis se colocaron las
placas en una jarra con CO’, y para P, gingivalis en sobres para
anaerobiosis (Anaerocult P, Merck). La zona de inhibicion
bacteriana (ZIB) (incluido los pocillos), fue medida mediante
una regla Vernier en milimetros, por un investigador calibrado
interexaminador (CCI, p=0,9800). Se determin¢ la media de
tres areas diferentes de las ZIB en mm e incluy¢ el diametro del
pocillo y no mostré obvio ni visible crecimiento, juzgado a
simple vista. En caso de resistencia microbiana (no existe ZIB),
simplemente se midié el didmetro del pocillo (6 mm)®". El
experimento fue replicado segun los TMGEs obtenidos en el
estudio piloto.

Para el analisis de datos se utilizo el paquete estadistico
Stata 14.0 para Windows Corporation (Stata, Texas, EE.UU.).
Por cada microorganismo, la actividad antibacteriana (AA) se
describié en medias y desviaciones estandar. Luego, se aplicd
ANOVA de una sola via para establecer la variabilidad en
conjunto, por cada bacteria. Y para comparar laAA del EE de C.
spinosaversus controles positivos y negativo, se aplico Scheffe,
debido al cumplimiento de los supuestos de normalidad
(Prueba Shapiro Wilk,p=0,18318 y homogeneidad de varianza
(Prueba Bartlett, p > 0,101). El nivel de significacion se
establecio en < 0,05.

Resultados

Al comparar las medias se obtuvo diferencias entre la
C. spinosay los otros controles, con un valor de p=0.0000. Al

contrastar la diferencias entre pares, hallandose que habia
diferencia entre la C. spinosa y cada uno de los controles (p=
0.000). La media + desviacion estandar de la zona de inhibicion
bacteriana (ZIB) respecto al grupo experimental, se presentan
enlatablalyfiguras1y?2.

El extracto etanolico de C. spinosa, presentd el mayor
halo de inhibicién frente a las cepas de Staphylococcus aureus,
en comparacion con los controles, llegando a formar halos
hasta de 37,7 mm. También se observo el efecto del extracto
etanolico de la C. spinosa “tara” sobre el E. faecalis, el halo de
inhibicién en promedio frente a esta bacteria fue de 18 mm.
Frente a las cepas de S. mutans y S. sanguinis este extracto
formo6 halos que en promedio alcanzaron alcanzaron los 13.8
mm., mientras que sobre las cepas de la bacteria periodontopa-
togena Porphyromona gingivalis no mostrd efecto inhibitorio.

Al comparar la ZIB del extracto etandlico de C. spinosa
versus CHX 0,12% sobre las cepas de S. sanguinis y S. aureus
se observo diferencia significativa (p = 0,000 respectivamente)
(Fotos 1y 2). Asimismo, se evidencio diferencia significativa al
contrastar el extracto etanolico de C. spinosa contra el antisép-
tico bucal y etanol para S. mutans, S. sanguinis'y S. aureus (p =
0,000 respectivamente).

Discusion

Se evalud la actividad antibacteriana in vifro del
extracto etanolico de las vainas (EEV) de C. spinosa frente a
cinco cepas bacterianas de la biopelicula bucal S. mutans, E.
faecalis, S. sanguinis, S. aureus 'y P. gingivalis. Se utiliz6 como
controles positivos a la clorhexidina al 0,12%, un antiséptico
bucal, etanol y como control negativo al agua destilada.

El valor de la zona de inhibicion del crecimiento de E.
faecalis ante el EEV de C. spinosa obtenida (18 mm) es similar
a lo reportado por Flores-Armas CL. y cols. 2011%” y 2016%
(17,3 mm)®* y menor a lo obtenido por Chavez-Garrido LS
(24,8+1,3 mm)® frente a EEVs al 100%** y 75%"%,
respectivamente. Asimismo, Abanto-Vilca M.” y Centurién-
Villar KM y col."” en sus estudios determinaron que EEVs al
80%"”y 30%"", respectivamente, produjeron similar (14,8+3,5
mm)“y mayor (34,5 mm)"” inhibicion contra S. mutans que en
la encontrada en la presente investigacion (13,8+1,7 mm).

Respecto a la parte de C. spinosa empleada, Bussman y
cols.”” y Ravines-Arriaga CA y col.?® reportaron que el
extracto etandlico (EE)*® y EE de hojas al 900 mg/mL*%®,
respectivamente, inhibieron en menor medida al S. aureus (24

(25) (26) . f .
mm*~"y 15,3 mm™, respectivamente) que en la evidenciada en
nuestro experimento (37,7+£0,6 mm).

Segtn el tipo de formulaciones fitofarmacoldgicas
preparadas en base a las vainas de C. spinosa, Bornaz-Acosta
JG. y cols.”” y Haro-Valencia AB® estudiaron dos extractos
alcohdlicos de las vainas (no mencionaron el tipo de alcohol) al
60%*" y 100%* respectivamente, los que inhibieron el
crecimiento de E. faecalis en 9,9+0,3 mm®”y 12,9£0,1 mm®?,
respectivamente, siendo menores al del presente estudio (18
mm).

Asimismo, en nuestro estudio se hallo menor inhibicion
del S. mutans (13,8+1,7 mm) que las demostradas por Castro
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Foto 1. Cepas de S. sanguinisy extracto etandlico de C. spinosa "tara”.

Foto 2. Cepas S. aureusy extracto etandlico de C. spinosa "tara”.

JELIEN

Actividad antibactreriana del extracto etandlico de C. spinosa y controles para cada bacteria

Media y desviacion estandar de la zona de inhibicion bacteriana (mm)
S. mutans  S. sanguinis  S. faecalis S. aureus S. gingivalis
Sustancia asignada
X+ DE X+ DE X+ DE X+ DE X+ DE
Tara 13,8+£1,7"% 1440,0"% 18+£0,0 37,7+£06™% 6£0,0
Clorhexidina al 0,12% 21.4£0,6 7£0,0° 24+0,0 252+04° 266+04
Antiséptico bucal 9,2+0,3" 10,3+ 0,6 16 £ 0,0 15,7+0,3* 12,1£0,6
Etanol (alcohol 70%) 6,0 £0,0% 6,0+ 0,0% 6,0+ 0,0 7,5+ 0,3% 6,0+ 0,0

X = media aritmética; DE = desviacion estandar; antiséptico bucal = Listerine®:; *+# = diferencia significativa (p = 0,000);
agua destilada no evidencié actividad antibacteriana (6 mm).

AlJ.ycols.”®, Cano-Araujo D. y col.*” y Castro-VeraMD.®", en
donde un aceite esencial al 100%“”, una infusién y aceite
esencial al 100% (en 24 hrs)® y un extracto metanélico (a las
24 y 48 hrs)® de las vainas, respectivamente, inhibieron a
dicha bacteria en 21 mm®, 17,1+0,4 mm®” y 25+0,2 mm"",
respectivamente. También, un extracto_hidroalcohdlico™ y
(33) . 0/(32.33) - .
acuoso"’ ambos de las vainas y al 100% ", investigados por
Cortez-Escobal K. y col.*? y Bazan-Florindez LJ. y col.*?,
respectivamente, inhibieron de manera similar y menor al S.
(2) ©2) :

mutans (13 mm™ y 11,4 mm", respectivamente) que en la
presente investigacion (13,8+1,7 mm).

Castro-Vera MD.®” y Montenegro-Chipana A. y col."®,
reportaron mayor inhibicion del crecimiento de S. sanguinis

(21,6£0,2 mm)®" y P. gingivalis (13,5+7.9 mm " respectiva-
mente, frente a los extractos metandlico™ y alcohdlico al 12,5
mg/mL" de las vainas, que en nuestro experimento (14 mmy 6
mm, respectivamente).

Castro-Vera MD.®” y Huarino-Acho M. y col.*”
mostraron que dos extractos metanolico® y alcohélico al 75
mg/mL® de las vainas, respectivamente, produjeron mayor
inhibicion de S. sanguinis (21,6£0,2 mm)*"y de la flora mixta
salival (17,3£7,4 mm®), comparado con la clorhexidina
0,12% (20,7+0,7 mm®” y 9,243.3 mm®”, p=0,000(31'2°),
respectivamente). De manera similar, en la presente
investigaciéon el EEV evidencié mayor inhibicion de S.
sanguinis (14 mm) y S. aureus (37,74£0,6 mm), que la
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Antiséptico bucal
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Figura 1. Evaluacion, in vitro, de la actividad antimicrobiana del extracto etandlico
C. spinosa sobre cepas de S. mutans, S. sanguinis, E. faecalis, S. aureus y P. gingivalis.
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Figura 2. Inhibicién bacteriana mediante el extracto etandlico de C. spinosa y controles.

CHX 0,12% = Clorhexidina al 0,12%; Antiséptico bucal =

zona de inhibicion bacteriana (6 mm).

clorhexidina al 0,12% (7 mm y 25,2+0,4 mm, p=0,000,
respectivamente).

En este estudio se aplico la concentracion total del
extracto, por lo que no es posible valorar su efecto en diferentes
concentraciones.

Conclusion

El extracto etandlico de Caesalpinia. spinosa “tara”
tiene alta actividad antibacteriana in vitro, sobre cepas de

Listerine®; Alcohol 70° = Etanol; No se evidencio

Staphylococcus aureus. También, mostré actividad
antibacteriana in vitro frente al Enterococcus faecalis y el
Streptococcus sanguinis. Sobre el Streptococcus mutans se
observo un ligero efecto antibacteriano. Este extracto no tuvo
efecto sobre las cepas de Porphyromona gingivalis.

La actividad antibacteriana in vitro del extracto
etandlico de C. spinosa “tara” frente al S. aureus fue
significativamente superior al de los controles, incluso al
mostrado por la clorhexidina al 0,12%.
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